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Resumen 
La competencia del ovocito es un factor determinante para la producción in vitro de 
embriones en mamíferos. Se han encontrado múltiples asociaciones a nivel molecular 
con la capacidad del ovocito para iniciar el desarrollo embrionario; sin embargo, muchos 
factores permanecen aún sin dilucidar. El ambiente folicular influencia en gran medida 
las condiciones a nivel molecular y fisiológico del ovocito afectando su capacidad para 
madurar, ser fertilizado y desarrollarse hasta estadios pre-implantatorios in vivo e in vitro. 
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del tiempo transcurrido entre el faenado 
y la aspiración de los folículos sobre la concentración de hormonas esteroides en el 
líquido folicular, la expresión de los genes MATER y OCT-4 en el ovocito, la expresión 
del gen FST en las células de la granulosa y la tasa de blastocistos obtenidos in vitro. 
Los ovarios fueron separados en dos grupos. El grupo I fue aspirado a las 0.5 horas 
después del faenado y el grupo II fue almacenado por 4 horas a 30ºC antes de la 
aspiración folicular. Para evaluar el efecto sobre el perfil endocrino del folículo se 
midieron las concentraciones de progesterona y estradiol en el líquido folicular de ambos 
grupos. Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la calidad de los ovocitos, 
una parte de los complejos Cúmulo-Ovocito (CCOs) de cada grupo fue desnudada para 
evaluar la abundancia relativa de ARNm de los genes MATER y OCT-4 en el ovocito y 
del gen FST en las células de la granulosa, mientras que la otra fue sometida a 
maduración, fertilización y cultivo in vitro para evaluar la capacidad de desarrollo hasta 
blastocito. Para el grupo II (CCOs aspirados 4 horas pos-faenado), la concentración de 
progesterona disminuyó significativamente (p ≤ 0.05) en comparación con el grupo I 
(55,12 ± 24,77 y 122,04 ± 48,80 ng/mL respectivamente). Adicionalmente para el grupo 
II, la abundancia relativa de los transcriptos MATER y OCT-4, las tasas de blastocitos 
(d7) y blastocitos eclosionados (d9) fueron significativamente mayores en comparación 
con los CCOs aspirados a las 0.5 horas (p<0.05). La concentración de estradiol en el 
folículo y la expresión de FST en las células de la granulosa no mostraron diferencias 
significativas entre los dos grupos. Estos resultados indican que la incubación de los 
ovarios por 4 horas a 30 ᵒC después del faenado afecta el perfil endocrino del líquido 
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folicular caracterizado por una disminución significativa de la progesterona, mejora la 
competencia de los ovocitos y aumenta los transcriptos de los genes MATER y OCT-4, lo 
cual sugiere que estos genes pueden servir como predictores de la calidad del ovocito en 
bovinos.	  
Palabras clave: Bovino, competencia del ovocito, calidad embrionaria, 
progesterona, MATER, OCT-4. 
 
Abstract 
The oocyte competence is a determinant factor for the mammalian in vitro embryo 
production. There are several molecular associations regarding the oocyte capability to 
initiate embryo development. However, many factors remain no elucidated. Follicular 
environment greatly influences molecular and physiological conditions in the oocyte, 
affecting its capability to mature, being fertilized and developing to pre-implantatory 
stages in vivo and in vitro. The aim of this study was to evaluate the effect of the time 
lapsed between slaughter and follicular aspiration on steroid hormones concentration in 
follicular fluid, the expression of genes OCT-4 and MATER in the oocyte, the expression 
of gene FST in granulose cells and blastocyst rate in vitro. Ovaries were separated into 
two groups. Group I was aspirated 0.5 hours after slaughter and group II was stored for 
four hours at 30ºC before follicular aspiration. To evaluate the effect on follicular 
endocrine profile, progesterone and estradiol concentration were measured in the 
follicular fluid for both groups. To determine the effect of treatment on oocyte quality, a 
part of Cumulus-Oocyte Complex (COCs) in both groups were denuded to evaluate the 
mRNA relative abundance of genes MATER and OCT-4 in the oocyte and gene FST in 
granulose cells, while the other part of COCs were submitted to in vitro maturation, 
fertilization and culture in order to evaluate its capability of development to blastocyst 
stage in vitro. For group II (COCs aspirated 4 hours post-slaughter) the progesterone 
concentration decreased significantly (p≤0.05) compare to group I (55,12 ± 24,77 and 
122,04 ± 48,80 ng/mL respectively). Additionally for the oocytes of group II, the relative 
abundance of the transcripts MATER and OCT-4, the blastocyst rate (d7) and hatched 
blastocyst rate (d9) were highest than COCs aspirated 0.5 hours after slaughter (p<0.05). 
Estradiol concentration in the follicle and FST expression in granulose cells showed no 
differences within groups. These results indicate that incubation of the ovaries for 4 hours 
at 30 ᵒ C after collected in a slaughterhouse affects the endocrine profile of the follicular 
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fluid characterized by a decrease in progesterone, enhances the oocyte competence and 
increases of transcripts of MATER and OCT-4 genes, suggesting that these genes may 
serve as predictors of oocyte quality in cattle. 
 
Keywords: Bovine, oocyte competence, embryo quality, progesterone, MATER, 
OCT-4. 
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Introducción 
La ganadería es una actividad económica relevante dentro del contexto nacional, 
actualmente aporta un 53% de PIB pecuario, lo cual representa casi dos veces más 
que la avicultura y cinco veces más que la porcicultura (1). En el actual proceso de 
globalización, la ganadería juega un papel muy importante por estar calificada como 
un sector con alto potencial dentro de la apuesta exportadora (2). 
 
Teniendo en cuenta este antecedente se hace sumamente importante mejorar la 
producción ganadera en nuestro país con el fin de hacerla más eficiente y de mejor 
calidad, de modo que nos permita ser más competitivos a nivel internacional y 
abastecer las necesidades nacionales. Para ello se debe trabajar en el manejo 
zootécnico, el bienestar animal, la reproducción y la genética del ganado bovino 
colombiano (2). 
 
La Producción in vitro de embriones (PIVE) bovinos es una biotecnología reproductiva 
que viene creciendo a nivel nacional e internacional (3) y ha mostrado ser una buena 
herramienta para lograr mejoramiento genético, acelerar el crecimiento de los hatos 
ganaderos y mejorar la producción lechera y cárnica. Sin embargo la PIVE no es muy 
eficiente aún, pues se estima que sólo alrededor de un 30-40% de los ovocitos 
fertilizados in vitro llega a un estadio embrionario transferible, esto hace que uno de los 
puntos más críticos en el proceso sea elegir ovocitos de buena calidad que después 
de ser fertilizados in vitro se conviertan en terneros de alto mérito genético (4). 
 
La calidad del ovocito se ha atribuido a múltiples factores intrínsecos como su 
morfología y expresión de genes específicos asociados a capacidad para el desarrollo 
como MATER, OCT-4, entre otros (5–7). El ambiente folicular en el ovario donde el 
ovocito madura y su relación con las células de la granulosa son factores claves en la 
adquisición de su competencia para el desarrollo embrionario (8,9). Las células de la 
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granulosa expresan factores como folistatina (FST), EGF y Activina (8) que afectan 
directamente al ovocito y le confieren sus características durante la maduración en el 
folículo. Por su parte, el líquido folicular contiene moléculas determinantes para el 
adecuado desarrollo de todas las células del folículo y se ha visto que su composición 
hormonal  se relaciona con el desarrollo del ovocito (10). Se ha encontrado que las 
concentraciones de hormonas esteroides como la progesterona y el estradiol, afectan 
la calidad y el potencial del ovocito durante el proceso de maduración, lo que se ve 
reflejado en el desarrollo embrionario temprano in vitro (10,11). 
 
En términos generales, cualquier alteración o cambio en las moléculas dentro del 
folículo podrían afectar en gran medida las características del ovocito y las células de 
la granulosa. Se ha encontrado que fenómenos ocurridos dentro del folículo como la 
atresia folicular temprana y cambios en la expresión génica de las células foliculares 
se asocian con la competencia del ovocito y con una maduración completa antes de la 
ovulación (12–14) y la evidencia apunta a que los ovocitos que tienen un grado leve de 
atresia en las células del cúmulus tienen mayor capacidad de llegar a blastocisto (14). 
 
Más adelante en el desarrollo, la formación del blastocele en el embrión es esencial 
para la implantación y para el sostenimiento de las preñeces debido a los procesos de 
diferenciación celular que ocurren durante su formación (15). Por lo tanto, las tasas de 
blastocistos generadas a partir de ovocitos fertilizados in vitro se usan comúnmente 
como un indicador de calidad del ovocito (16). 
 
La capacidad de los blastocistos para eclosionar es un factor determinante de la 
calidad embrionaria y refleja la competencia del ovocito. La eclosión es la salida del 
blastocisto de la zona pelúcida (ZP) gracias a enzimas tipo proteasas generadas a 
medida que el blastocisto se expande (17). Esta salida es esencial para la 
implantación del embrión en las paredes del útero, por lo tanto, es un mecanismo muy 
regulado y específico que debe ocurrir en el momento y el lugar preciso para evitar 
preñeces ectópicas (17). Sólo los embriones de buena calidad, capaces de generar 
una preñez, serán los que eclosionan, por lo que las tasas de eclosión in vitro son una 
medida muy aproximada de la capacidad de implantación y por ende de la 
competencia embrionaria (18).  
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En ese orden de ideas, se ha propuesto como objetivo de este trabajo evaluar el 
efecto del tiempo transcurrido entre el momento de la colecta de los ovarios y el 
momento de la  aspiración folicular sobre el perfil endocrino del líquido folicular y la 
calidad de los ovocitos de vacas Bos indicus. Para tales efectos, se midió la 
concentración de estradiol y progesterona en el líquido folicular a las 0.5 y 4 horas 
después del faenado para evaluar posibles variaciones en el ambiente folicular, así 
como también se medió la expresión de los genes MATER y OCT-4 en el ovocito y del 
gen FST en las células de la granulosa como medida del efecto de este tiempo sobre 
el funcionamiento de los complejos cúmulo-ovocito. Además, se evaluó el efecto de la 
incubación por 4 horas sobre la capacidad de los ovocitos para llegar a blastocisto in 
vitro y la calidad de estos se determinó en función de la tasa de eclosión el día 9 pos-
fertilización.
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Marco Teórico 
En Colombia la actividad ganadera tiene una participación del 1.7% en el PIB nacional y  
un 53% del PIB pecuario, lo que hace la principal actividad pecuaria del país con un 
aporte 2.5 veces mayor que el sector avícola y 4.9 veces el sector porcícola (1), sin 
embargo, esta actividad se desarrolla de forma extensiva ocupando actualmente 
alrededor de 39.000 millones de hectáreas del territorio nacional cultivadas con pastos y 
rastrojos para sostener 25.000.000 de cabezas, cuando se estima que el uso potencial 
para la ganadería es de 19.000 hectáreas (Tabla. 1), esto está generando sobre-
utilización del suelo para esta actividad y le resta territorio a otras actividades 
económicas importantes como la agricultura (1).  
 
Para el año 2012 la producción total del leche fue de 6.390 millones de litros y el 
sacrificio fue de 4.163 millones de cabezas (19), estas cifras están contempladas para 
ser mejoradas en el plan estratégico de la Ganadería Colombiana entre las metas 
principales fijadas para el año 2019, con este plan se espera que el hato ganadero 
aumente a 30.000.000 de cabezas, que el sacrificio aumente a 6.490.000 cabezas y se 
produzcan 9.045 millones de litros de leche al año, esto utilizando sólo 28 millones de 
hectáreas para abastecer a 50 millones de habitantes que se estima habrán en dicho año 
(1,19) (tabla 2). 
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Tabla 1. Uso actual de los suelos vs. potencial de uso en Colombia. 
 Uso Potencial 
(millones de has) 
Uso Actual 
(millones de has) 
Diferencia de Uso 
(millones de has) 
Agricultura 14,3 5,3 -9,0 
Ganadería 19,3 38,3 19,0 
Forestal 78,2 57,7 -20,5 
Otros Usos 2,3 12,8 10,5 
Total 114,1 114,1  
 
Tabla 2. Metas en el Plan Estratégico de la Ganadería 2019 y Cifras en el año 2012. 
 
Por otro lado, la globalización y los tratados de libre comercio nos obligan a obtener 
productos de buena calidad que sean capaces de competir en los mercados 
internacionales, lo que genera la necesidad de mejorar la producción lechera y cárnica en 
el país. Entre las medidas que se deben tomar para este propósito se plantea un 
adecuado manejo zootécnico y de bioseguridad, al igual que se deben realizar mejoras 
en la nutrición y en la genética de los hatos ganaderos de manera que se pueda ejercer 
una ganadería más cualificada, eficiente y competitiva. 
 
Ante este panorama, se deben de dar pasos acelerados para mejorar la productividad y 
aumentar el número de cabezas por hectárea de modo que la producción aumente a un 
nivel competitivo internacionalmente y se de una mejor utilización de los suelos 
colombianos. Entre las estrategias que se pueden emplear para mejorar la genética y 
multiplicar de forma acelerada el hato, está la utilización de las biotecnologías 
reproductivas que permitan aumentar la eficiencia en la producción animal, preservar 
recursos genéticos y mejorar la calidad de los productos lácteos y cárnicos (20).  
 
 2012 2019 
Total hato (millones cabezas) 22,6 30 
Hectáreas empleadas (millones) 39,2 28 
Sacrificio (millones cabezas) 4,05 6.49 
Litros/año (millones) 6.360 8.83 
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La producción in vitro de embriones (PIVE) bovinos es una de estas biotecnologías 
reproductivas que ha mostrado ser una herramienta útil con una relación costo-beneficio 
positiva y que se viene aplicando de una forma comercial por varias compañías en 
diferentes países del mundo (3,21). La PIVE es una biotecnología reproductiva utilizada 
como herramienta en el mejoramiento genético bovino, posee aplicabilidad comercial y 
científica porque acelera los procesos de mejoramiento genético y permite estudiar los 
fenómenos moleculares y bioquímicos ocurridos durante la maduración del ovocito, la 
capacitación espermática, la interacción de gametos y el desarrollo embrionario 
temprano. Básicamente, la PIVE comprende tres pasos: 1) La maduración in- vitro de los 
ovocitos (MIV) obtenidos de ovarios por medio de aspiración folicular, 2) La fertilización 
in-vitro (FIV) de los ovocitos madurados y 3) El cultivo in-vitro de embriones hasta un 
estado transferible. 
 
Actualmente, se destacan empresas a nivel nacional como Empresa Genética Especial 
(22), Reprovet, Ecogan y Stiefken & Cia (23), quienes hasta ahora no han reportado 
cifras exactas sobre el número de embriones que producen y transfieren por año en 
Colombia, esto no permite definir claramente los planes y avances en la reproducción de 
los hatos nacionales con fines de mejoramiento genético, sin embargo, recientemente la 
Federación Nacional de Ganaderos FEDEGAN ha empezado a establecer lazos 
importantes con Brasil para iniciar planes de mejoramiento genético en el departamento 
de Córdoba(24), con lo que se espera que Colombia incursione de una manera mas 
controlada, organizada y masiva en los programas de producción de embriones de modo 
que se generen mejores registros y datos como referencia para el sector. 
 
La calidad de los ovocitos es una de las claves en el éxito de la PIVE, sin embargo se 
estima que sólo entre el 30% - 40% de los ovocitos aspirados y madurados in vitro llegan 
al estadio de blastocisto transferible (25), por lo que se hace necesario identificar y 
seleccionar ovocitos de la mejor calidad y alta competencia para desarrollarse hasta 
producir un ternero nacido vivo. 
 
En la PIVE bovinos el desarrollo hasta el estado de blastocisto está relacionado con la 
calidad intrínseca del ovocito (26) y ésta depende a su vez del estado de maduración que 
tenga. Un ovocito completamente maduro debe alcanzar maduración nuclear (salida del 
primer arresto meiótico), maduración citoplasmática (reorganización de organelas como 
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preparación para la unión de pronúcleos) y maduración molecular (acumulación de 
ARNm maternos necesarios para las primeras divisiones mitóticas) (27). Si se tienen 
ovocitos con la capacidad de madurar completamente y continuar con éxito el desarrollo 
embrionario se espera poder aumentar el número de embriones producidos por hembra y 
tener una mayor oportunidad de hacer investigación en la biología del desarrollo de los 
mamíferos, así como de mejorar genéticamente los hatos ganaderos de una manera más 
eficiente. 
Competencia del ovocito y ambiente folicular 
La competencia del ovocito está definida como la capacidad de ser fertilizado, de llegar a 
blastocito, de generar preñez y finalmente un ternero nacido vivo (4,28). Sin embargo un 
buen indicador que se puede medir in vitro es la capacidad de lograr un desarrollo 
embrionario hasta el estado de blastocisto. Recientemente se le ha dado una importancia 
relevante al ambiente folicular como uno de los principales inductores de competencia del 
ovocito bovino (29) proponiendo que eventos relacionados con el desarrollo y 
maduración de los folículos podrían ser inductores de competencia (13,30). El origen 
folicular del ovocito tiene una influencia muy importante sobre su competencia debido a 
que el ambiente folicular provee las condiciones adecuadas para que este realice su 
proceso completo de maduración, se capacite para ser fertilizado y progrese 
adecuadamente en el proceso de desarrollo temprano (30,31), es así como  las buenas 
tasas de desarrollo se han asociado con el tamaño del folículo (28,32,33), el estado de la 
onda folicular (16,34), el nivel de esteroides (35) y otros factores presentes en el líquido 
folicular (36). En la tarea de mejorar las condiciones establecidas durante la maduración 
in vitro, la adición de una variedad de gonadotropinas, esteroides y factores de 
crecimiento han reportado un ligero aumento en las tasas de blastocistos, aunque siguen 
sin alcanzar las tasas de desarrollo de ovocitos madurados in vivo (37). 
 
Una posible hipótesis para explicar el bajo desarrollo de los ovocitos obtenidos de ovarios 
de hembras sacrificadas, es que estos son obtenidos en su mayoría de folículos entre 2-
8mm de diámetro que no han acumulado los factores necesarios que influenciarán la 
competencia del ovocito y su correcta maduración. Por el contrario, en la maduración in 
vivo un folículo ovulatorio posee un diámetro de 15-20 mm, el ovocito en su interior está 
maduro en estado de metafase II y ha sido estimulado con concentraciones altas de LH y 
estrógenos (38). Al someter los ovocitos aspirados de ovarios de hembras sacrificadas al 
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proceso de maduración in vitro, estos son capaces de generar altas tasas de maduración 
nuclear pero no poseen adecuadas tasas de maduración citoplasmática por lo que se 
piensa que retrasar el proceso de reanudación de la meiosis puede mejorar la 
competencia (39,40), pues así, el ovocito tiene más tiempo de organizar sus organelas y 
acumular ARNm antes de la fertilización. 
La manipulación del crecimiento folicular con estimulación exógena de hormonas afecta 
la competencia de los ovocitos inmaduros después de haberlos removido del folículo. Un 
periodo determinado de “coasting” (no suministro de FSH) antes de la aspiración de los 
CCOs (41), así como el intervalo de tiempo entre la recuperación del ovario pos-faenado 
y la aspiración del ovocito (42) afectan significativamente el subsecuente desarrollo 
embrionario temprano. Los estudios de Nivet AL, et al., 2012 (41) y Blondin P, et al, 2002 
(43) muestran que hay un periodo de coasting entre 44h y 68h que mejora la calidad de 
los ovocitos logrando que entre el 70% - 80% de los ovocitos recuperados lleguen al 
estado de blastocisto realizando todo el proceso bajo condiciones in vitro. Estos 
resultados se han asociado al aumento en la cantidad de folículos medianos y grandes 
que se comportan como en la fase de dominancia folicular y presentan signos de atresia 
folicular temprana; fenómeno que se ha asociado a una forma de promover/acelerar las 
señales de maduración para mejorar la competencia para el desarrollo embrionario (28). 
Igualmente la competencia de los ovocitos aumenta cuando se aspiran durante la fase de 
crecimiento de la primera onda folicular antes de la selección del folículo dominante (44), 
lo que sugiere que hay factores claves que afectan positivamente los folículos 
subordinados en regresión. 
Maduración del ovocito y su relación con el líquido folicular 
La competencia de un ovocito para generar blastocistos dentro de un sistema de 
producción in vitro no solo depende de factores intrínsecos de la célula, sino también de 
los procedimientos durante la PIVE, pues son muchos los pasos desde la colecta de los 
ovarios, la maduración y fertilización in vitro hasta tener blastocistos para transferir. Hay 
resultados que muestran que el desarrollo competente de los ovocitos bovinos quizá 
puede ser potenciado cuando los ovarios son incubados a condiciones estables de 
temperatura por unas pocas horas antes de la aspiración folicular; cuando los ovarios son 
almacenados a 30°C por un periodo de 4 h después de haber sido recuperados en el 
faenado se ha reportado una mejora significativa en el desarrollo competente de los 
ovocitos (45). Los autores han sugerido que ese periodo de 4 h crea un microambiente 
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folicular específico que afecta positivamente al ovocito, esto tal vez debido a cambios en 
el folículo que potencian su competencia antes de la maduración. 
 
Antes de completar su maduración, los ovocitos requieren pasar por una fase de 
premaduración próxima a la ovulación, donde se activa el Factor Promotor de la 
Maduración (FPM) para reactivar la maquinaria asociada al ciclo celular, además se 
detiene progresivamente la síntesis de ARN y proteínas en la fase final de crecimiento 
(46) quedando finalmente acumulados los ARNs y proteínas necesarios como reservas 
para iniciar el desarrollo embrionario (4). Todos estos procesos se ven afectados por la 
influencia del folículo, la fase de crecimiento de éste y si está en atresia temprana o 
tardía (4,12,47). 
El líquido folicular contiene una gran cantidad de proteínas y enzimas que sostienen el 
desarrollo del folículo y la maduración del ovocito durante la foliculogénesis. En el líquido 
folicular se han detectado recientemente un gran número de enzimas como transferasas, 
hidrolasas, mataloproteasas, serin-proteasas, factores pro y anti- angiogénicos, 
colágeno, lamininas entre otras (48), así como proteínas asociadas a matriz extracelular 
y a contenido intracelular, este ultimo se piensa que puede ser debido a procesos 
apoptóticos normales durante el desarrollo del folículo (49), indicando que el proceso de 
maduración del folículo y del ovocito es complejo y regulado por un número elevado de 
moléculas de las cuales, para muchas se desconoce su función y su efecto específico 
sobre la calidad del ovocito. 
 
Se han identificado asociaciones de la presencia de moléculas en el líquido folicular que 
afectan la competencia del ovocito con procesos inherentes a los ciclos estrales, estados 
de los folículos y factores nutricionales de la madre. La baja reserva ovárica (50) y la 
obesidad (51,52) han mostrado una relación con alteraciones en los componentes del 
líquido folicular y baja competencia del ovocito, mientras otros efectos como la atresia 
folicular temprana se han asociado a un aumento en la competencia (13,14). Se ha 
reportado también que la expansión del cúmulos y la maduración nuclear de CCOs 
recuperados de folículos subordinados durante la fase de regresión temprana es mayor 
con respecto a los recuperados durante la fase de crecimiento o la fase de regresión 
tardía, además, que estos ovocitos poseen una mayor capacidad para generar 
embriones en un sistema in vitro, lo que permite inferir nuevamente que hay una relación 
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positiva entre los componentes de los folículos subordinados tempranos y competencia 
del ovocito (53,54). 
Relación entre la concentración de Estradiol y Progesterona en el 
líquido folicular con la competencia del ovocito 
La esteroidogénesis ocurre principalmente en las células de la teca y de la granulosa que 
rodean el ovocito. En las células de la teca se sintetizan Progesterona (P4) y andrógenos 
a partir de colesterol, estos andrógenos se difunden por la lámina basal entrando a las 
células de la granulosa donde se aromatizan a Estradiol (E2), lo que resulta en una 
estimulación de la mitosis de estas y en un aumento del tamaño del antro folicular (55). 
Por ende, cualquier cambio que afecte el folículo podría afectar también la capacidad de 
las células de la teca y la granulosa para llevar a cabo la producción de P4 y E2 
afectando el desarrollo del ovocito dentro de este.  
 
El papel del E2 en el estado del folículo ha sido controversial, pues se ha visto que se 
relaciona positivamente con la capacidad antioxidante dentro del folículo proporcionando 
protección contra el estrés oxidativo durante el proceso de atresia folicular (56). Sin 
embargo, otros estudios  asocian los fenómenos apoptóticos de la atresia con una menor 
expresión de Súper Oxido Dismutasa (SOD) sin efecto anti-oxidante del estradiol (57). A 
pesar de esto, se ha demostrado hace más una década que los folículos sanos tiene una 
relación P4/E2 a favor del E2 (58). Esto es un indicador de que la relación del E2 con la 
calidad del ovocito necesita de más profundización. En lo que respecta a la progesterona, 
esta permanece en cantidades séricas elevadas durante gran parte del ciclo estral bovino 
en la fase luteal, y poco antes de la ovulación las células foliculares se luteinizan 
aumentando la expresión de las enzimas P-450ssc y 3β-HSD que convierten el colesterol 
a progesterona aumentando su concentración en el líquido folicular (59), lo que podría 
tener una relación con las características que tiene el ovocito maduro en este momento 
antes de ser ovulado. 
 
La concentración de esteroides ha mostrado ser un marcador importante del estado del 
folículo y por ende de la calidad del ovocito que lo habita. Los estudios recientes 
muestran una alta variabilidad en determinar cuáles serían las concentraciones indicadas 
de esteroides que definen un ovocito competente (60), sin embargo hay una coincidencia 
en que las bajas concentraciones de P4 en el líquido folicular de ovarios aspirados para 
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PIVE permiten que el ovocito gane competencia para el desarrollo embrionario (60–62), 
por ejemplo, en el estudio de Modina S., et al 2007 se reporta que los ovarios de mejor 
calidad obtenidos de vacas sacrificadas, tienen casi la mitad de la concentración de P4 
libre en el líquido folicular (32.21 ng/mL) en comparación con los ovarios de mala calidad 
(68.08 ng/mL), mostrando una influencia negativa de esta hormona en los folículos de 2-8 
mm usados para maduración in vitro. 
Marcadores moleculares para predecir la competencia del 
ovocito 
Durante la fase de crecimiento folicular se da la maduración molecular del ovocito donde 
el ARNm es transcrito y acumulado de una manera estable pero transitoriamente inactiva 
(63) permaneciendo empaquetado en partículas de ribonucleoproteínas, asegurando de 
esta manera que se proteja de la degradación nucleolítica hasta que se den nuevamente 
las señales para iniciar la transcripción durante el desarrollo embrionario (27,64,65). 
Después de que se da la reanudación de la meiosis y la desintegración de la vesícula 
germinal durante el proceso de maduración, el control de la expresión génica queda bajo 
la regulación postranscripcional del ovocito, la cual involucra degradación diferencial, 
almacenamiento, estabilización y reclutamiento de algunos transcriptos específicos por la 
maquinaria basal de traducción (31,66), lo que finalmente le dará las propiedades tan 
particulares a esta célula.  Por tal motivo toma gran relevancia dentro de la evaluación del 
potencial del ovocito qué tipos de ARNm están involucrados en conferirle a esta célula 
las características totipotenciales para generar un organismo completamente nuevo. 
 
Diferentes estudios han evaluado el perfil de expresión génica del ovocito y el papel de 
ciertos genes en la competencia. Se han propuesto diversos genes candidatos para ser 
usados como marcadores moleculares de competencia (7,31). Entre ellos se encuentran 
genes expresados por las células del cúmulos como folistatina, activina, EGFR, genes 
asociados con regulación de la transcripción como TAF9 RNA polimerasa II o Meis1(67–
69), y genes expresados por el ovocito como MATER, OCT-4, GDF-9 o BMP15 (7,70–
72). A pesar de las múltiples aproximaciones que se han hecho al conocimiento de 
adquisición de competencia del ovocito, muchos fenómenos y moléculas permanecen sin 
dilucidar. 
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Los genes OCT-4, MATER y FST como marcadores de 
competencia del ovocito 
OCT-4 es un gen de efecto materno que codifica un factor de transcripción regulador de 
la pluripotencia de las células madre embrionarias (73) y se expresa en células con alto 
potencial de diferenciación como las células germinales primordiales (PGC), 
espermatogonias no diferenciadas y ovogonias (74). Durante el desarrollo embrionario se 
expresa en las primeras blastómeras, en la masa celular interna (ICM) y en células 
madres embrionarias derivadas de la ICM (6). La formación correcta del embrión 
depende de la actividad de este factor de transcripción, pues se ha encontrado que su 
depleción o inactivación parcial lleva a un desarrollo embrionario anormal (75,76) y se ve 
involucrado en mantener la expresión de genes asociados en la regulación 
postraduccional como Eif3c, Papola, Eif3b, entre otros (76). 
 
La sola presencia de OCT-4 en el ovocito probablemente no es suficiente para el 
establecimiento del desarrollo embrionario adecuado. Es posible que otros factores con 
acción corriente arriba o corriente abajo contribuyan a una vía que permita la total 
adquisición del desarrollo competente (77), sin embargo, el papel de OCT-4 es 
fundamental en la biología del desarrollo de los mamíferos. 
 
El Antígeno Materno que Requieren los Embriones (MATER, por sus siglas en inglés), 
también conocido como Nalp5, es un gen de efecto materno específico del ovocito y es 
requerido para el desarrollo embrionario temprano. En ratonas se detecta durante la 
ovogénesis en folículos primarios, se acumula durante el crecimiento del ovocito y 
disminuye nuevamente después de la fertilización (5). Aunque las hembras con el gen 
MATER silenciado o parcialmente inhibido tienen fenotipos normales y desarrollo ovárico 
normal, sus embriones no avanzan más de 2 células (5), por lo que es considerado un 
gen clave para el desarrollo antes de la activación del genoma embrionario. En bovinos 
se ha caracterizado como un marcador exclusivo de ovocito y tanto el transcripto como la 
proteína se encuentran en folículos primarios y folículos en crecimiento. MATER Se 
localiza en el citoplasma, alcanza su máxima concentración en el estadio de 8 células y 
decrece durante el desarrollo embrionario como ocurre en ratones. Debido a que el 
desarrollo embrionario pre-implantatorio depende en gran medida de los transcriptos y 
proteínas producidos durante la ovogénesis (6), los genes de efecto materno exclusivos 
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del ovocito se han vuelto foco de atención para el estudio del desarrollo embrionario 
temprano. 
 
La folistatina (FST) es una glicoproteína monomérica rica en cisteína codificada por un 
solo gen. Estructuralmente está relacionada con la súper familia de TGF-β pero 
funcionalmente está asociada por su rol como una proteína de alta afinidad por la 
activina, la cual promueve la proliferación de las células de la granulosa y la producción 
de esteroides inducida por LH (78). Con el bloqueo de la activina, la folistatina también 
juega un papel importante en la atresia folicular, ya que disminuye la producción de 
estradiol e inhibina, y promueve la luteinización aumentando la concentración de 
progesterona en el folículo (78), lo que sugiere un rol importante de este gen en la salud 
de los folículos y la calidad del ovocito. 
 
Además de regular la activina, se ha encontrado que la folistatina está sobre-expresada 
en ovocitos de buena calidad de vacas adultas en comparación con ovocitos de mala 
calidad en terneras pre-púberes (79) e igualmente se ha visto que mejora la competencia 
de los ovocitos cuando es adicionada como suplemento al medio en la MIV (80,81). Esto 
indica que existe un papel importante de la folistatina en la adquisición de la competencia 
del ovocito. Sin embargo se desconoce el mecanismo por el cual ejerce este efecto, pues 
las activinas han mostrado ser importantes para el desarrollo embrionario temprano, por 
lo que se cree que posiblemente el efecto benéfico de la folistatina sea asociado a otras 
interacciones no definidas completamente (78).
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Materiales y Métodos 
Recolección de ovarios y selección de Complejos Cúmulos-Ovocito 
(CCOs) 
Los ovarios fueron obtenidos de hembras Bos indicus sacrificadas en la planta de 
sacrificio Envicárnicos, ubicada en el municipio de Envigado, Antioquia. Fueron 
transportados en solución salina estéril a 30°C al Laboratorio de Biotecnología en Salud 
de la Universidad CES ubicado en el municipio de Sabaneta (10 minutos 
aproximadamente) y fueron divididos al azar en dos grupos: 
Grupo I (0.5 horas): Aspirados inmediatamente llegaron al laboratorio 
Grupo II (4 horas): Almacenados a 30 °C por 4 h antes de iniciar la aspiración folicular 
 
Se aspiraron los folículos entre 2-8 mm con jeringa de 5 mL provista de aguja N° 18G. El 
aspirado se dejó decantar por un periodo de 5 minutos a 30ºC y se procedió a la 
selección de CCOs bajo estereomicroscopio. El procedimiento se realizó en tres 
repeticiones (3 colectas de ovarios) donde se procesaron 81 ovarios en grupo I y 84 
ovarios en el grupo II. 
 
Los CCOs se clasificaron de acuerdo a la cantidad y calidad de capas de células del 
cúmulus y la apariencia de su citoplasma según los parámetros establecidos por el 
criterio Betsville (Hawk y Wall, 1994) (Tabla 3) (82). Se seleccionaron los CCOs 1 y 2. 
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Tabla 3. Categorías de CCOs para procedimientos de FIV. Según el criterio Bestville. Hawk y Wall, 1994. 
Categoría Características 
1 – Buena calidad 
Con capas múltiples y compactas de células de cúmulus 
(entre tres y 5). Citoplasma Homogéneo y visto 
claramente 
2- calidad intermedia Con capas múltiples de células de cúmulus (entre una y tres) Citoplasma finamente granulado. 
3- Rechazados 
 
Desnudados, cúmulos expandidos, citoplasma irregular 
con zonas oscuras. 
 
Medición de Progesterona y Estradiol en el líquido folicular 
Se midió la concentración de estradiol y progesterona en el líquido folicular aspirado de 
los ovarios de ambos grupos. De cada grupo de ovarios se obtuvo aparte 15 mL de 
líquido folicular y después de sacar el precipitado para la búsqueda de los CCOs se 
pusieron a centrifugar 10 mL de líquido folicular a 3000 x g por 15 minutos, de los cuales 
se tomaron 2 mL del sobrenadante para la cuantificación de las hormonas. El análisis se 
realizó usando ELISA competitiva de fase sólida mediante quimioluminiscencia 
enzimática amplificada en el sistema IMMULITE® 1000 (Siemens). La prueba fue 
realizada en el Laboratorio Abad especializado en endocrinología. Resumidamente, la 
muestra fue diluida 1:50 con agua destilada y se corrieron de forma separada las 
mediciones para las dos hormonas. La muestra de líquido folicular se incubó por 60 
minutos con las esferas unidas a dos anticuerpos policlonales de conejo anti-estradiol y 
anti-progesterona como fase sólida para la reacción de conjugación. Se centrifugó a 8000 
rpm para separar los anticuerpos conjugados y no conjugados. Luego se incubó por 5 
minutos con una matriz homogénea de intestino de ternero bovino que contiene fosfatasa 
alcalina como sustrato quimioluminiscente, tiempo en que se dio la competencia por los 
anticuerpos conjugados. El equipo realiza 60 conteos por segundo (CPS) con un 
coeficiente de variación de 5%. Se hicieron 5 repeticiones para cada grupo (para cinco 
colectas de ovarios diferentes divididas en los dos grupos). 
Maduración (MIV) y Fertilización (FIV) in-vitro 
Los medios usados para MIV y FIV fueron de la casa comercial Nutricell® Campinhas, 
Brasil. Una vez seleccionados los CCOs se lavaron tres veces en medio de 
mantenimiento: M199 con Hepes (Sigma M2520) suplementado con 0.3% P/V de 
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Albumina Sérica Bovina (Sigma A4503) y 1% Penicilina-Estreptomicina (sigma P4333). 
Se colocaron 10-12 CCOs en gotas de 70 µl de medio MIV (MIV-T Nutricell®) 
suplementado con 10% de SBF, cubiertas con aceite mineral por un período de 24 horas 
a una temperatura de 38.5 °C, en una atmósfera de 5% de CO2 y humedad relativa del 
90%. 
 
Para la FIV, los CCOs madurados se lavaron 2 veces en medio de fertilización 
suplementado con PHE y Heparina siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
fertilización se hizo con semen de toro raza Braman Rojo que se descongeló a 37ºC en 
agua por 20-30 s, se seleccionó mediante gradientes de densidad (Nutricell®) y se ajustó 
la concentración final en la gota a 2x106 esp/mL. La co-incubación se hizo por 20-22 
horas en las mismas condiciones ambientales que la MIV. Los dos procedimientos (MIV y 
FIV) se hicieron de igual manera para los dos grupos de CCOs (0.5 y 4 horas). Se 
hicieron 3 repeticiones. 
Cultivo in-vitro (CIV) de los presuntos cigotos 
Después de la FIV los presuntos cigotos fueron desnudados con micropipeta mediante 
aspiraciones repetidas. Se lavaron tres veces en medio de mantenimiento y se cultivaron 
durante 9 días en gotas de 50 µL de SOF (SOF Nutricell®) suplementado con 5% V/V de 
Suero Bovino Fetal (Gibco 10100147) cubiertas con aceite mineral. La evaluación del 
clivaje se hizo en el día 3 donde se descartaron los ovocitos no clivados y se hizo 
renovación del 50% del medio. El número de blastocistos se evaluó al día 7. El 
porcentaje de eclosión como indicador de calidad embrionaria se evaluó al día 9. El CIV 
se hizo igual para los dos grupos (0.5 y 4 horas). 
Análisis Molecular 
Cosecha de las células y almacenamiento 
Las células de la granulosa fueron separadas de los ovocitos inmaduros en los dos 
grupos (0.5 y 4 horas). Los CCOs se incubaron por 10 minutos en hiluronidasa a una 
concentración de 300 µg/mL (Sigma H4272) a 37ºC y las células del cúmulus fueron 
separadas mediante pipeteo. Se colocaron grupos de 100 ovocitos y un promedio de 20 x 
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106 células de la granulosa en 50 µL de buffer de lisis RLT. Se almacenaron a -80ºC 
hasta el día de la extracción de RNA. 
Lisado de células y extracción del RNA 
Se usó un grupo de 100 ovocitos desnudos y sus respectivas células de la granulosa por 
separado en cada repetición. Para la lisis se usó el RNeasy Micro Kit de Qiagen (Cat 
74004), el cual está diseñado para lograr una purificación eficiente del ARN total a partir 
de pequeñas muestras. La tecnología RNeasy combina la astringencia de la lisis con 
isotiocianato de guanidina y la eficiencia de la purificación de las membranas de sílica, lo 
que permite una purificación de ARN de la más alta calidad y un mínimo de co-
purificación de ADN. Se determinó la concentración e integridad del ARN usando el 
Bioanalizer 2100 RNA 6000 picochip kit (Agilent, Palo Alto, CA, USA). Todo se realizó 
según las instrucciones del fabricante. El ARN de los ovocitos fue normalizado a 10 ng y 
el ARN obtenido a partir de las células de granulosa se normalizó a 30 ng. 
Diseño de primers 
Los primers para detección de la abundancia de transcriptos de OCT-4 (número de 
acceso en el GenBank DQ126156) y MATER (número de acceso en el GenBank Z86039) 
en el ovocito, el gen folistatina (número de acceso en el GenBank L21716) en células del 
cúmulus y el gen normalizador GADPH (número de acceso en el GenBank Z86039) se 
diseñaron usando el software Primer 5 (Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, 
USA). Se comparó en BLAST la secuencia de ARNm para determinar posibles 
homologías con otras regiones del genoma. Los primers se diseñaron de tal manera que 
ambos se encuentran en exones diferentes, lo que permitió evaluar posible 
contaminación genómica. Se evitaron regiones con repeticiones de nucleótidos o 
dinucleótidos. Se evaluó la estabilidad de los primers en el extremo 3’ y se evaluó la 
posibilidad de formación de estructuras secundarias como dímeros y ganchos. Se 
eligieron primers que no forman productos secundarios y cuya temperatura de 
disociación está entre 58º y 60ºC. Los primers diseñados se presentan en la siguiente 
tabla (Tabla 4): 
 
37 
Tabla 4. Primers para OCT-4, MATER, FST y GADPH 
 
 
Acceso a 
GenBank Función 
Forward (5´- 3´) 
Reverse (5´- 3´) 
Tamaño del Fragmento 
(pb) 
OCT-4 DQ126156 Regulación de la transcripción 
ACACTCGGACCACGTCTTTC 
AGTGAGAGGCAACCTGGAGA 110 
MATER Z86039 Interacción proteína-proteína. 
ATGCCTCAGCAAATTCATCC 
GAAGTGTGGCTGCAGTTGAA 130 
FST L21716 Unión a activina GAGCTGCCTGGACAGAAAAC AAAACCTACCGCAACGAATG 122 
GAPDH 
(Reportero) Z86039  
Catalizador 
producción de 
energía 
GGGGAAGAGAGGGCCTCATA 
TGTTGTGGATCTGACCTGCC 298 
 
La eficiencia de los primers se midió mediante PCR convencional usando cDNA para 
determinar el número de ciclos y la temperatura. Los productos se corrieron en geles de 
agarosa al 2%. 
Transcripción reversa RT-PCR y obtención del cDNA 
La transcripción reversa se realizó usando el kit SuperScript™ III Platinum® Two-Step 
qRT-PCR Kit-100PCR de Invitrogen (Cat# 11734-050). Este kit combina la eficiencia en 
la síntesis de la transcriptasa reversa SuperScript™ III con la especificidad del arranque 
en caliente (hot-star) de la taq polimerasa Platinum®. Se realizó según las instrucciones 
del fabricante. Los parámetros utilizados para la transcripción reversa fueron 25 ºC for 10 
min, 42 ºC for 50 min y 85 ºC for 5 min. El cDNA obtenido se almacenó a -80ºC hasta ser 
evaluado posteriormente en PCR cuantitativa en tiempo real. 
PCR cuantitativa en tiempo real - qPCR 
Las reacciones se hicieron con QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Cat no. 204143) y se 
corrió en un termociclador Rotor-Gene™ 6000 (Corbett Life Science). Se midió la 
abundancia de transcriptos de los genes OCT-4 y MATER en ovocitos inmaduros y del 
gen FST en células de la granulosa. La concentración de los primers se ajustó a 10 µM. 
Los parámetros del termociclador se programaron así: 15 minutos a 95ºC para la 
activación de la polimerasa, 15 segundos a 95°C para desnaturalización, 30 segundos a 
60°C para la hibridación de los primers, 30 segundos a 72°C para amplificación y una 
extensión final de 72ºC por 5 minutos. Para el gen FST se corrieron 35 ciclos, para el gen 
MATER 40 ciclos y para OCT-4 55 ciclos. Se determinó la curva de disociación 
comenzando a 55°C con incrementos de 0.5°C por 10 segundos en el ciclo final. 
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Diseño experimental y Análisis de los datos 
Para la ejecución de estos experimentos se utilizó un diseño completamente al azar con 
dos tratamientos. Los ovarios colectados fueron distribuidos al azar en los dos grupos 0.5 
horas y 4 horas (tratamientos) y los CCOs obtenidos fueron tratados igualmente dentro 
de los dos grupos y fueron divididos al azar para evaluar expresión génica o ser 
sometidos a MIV/FIV/CIV. 
La expresión relativa se analizó con la herramienta de software de expresión relativa 
(REST). El modelo matemático usado por REST se basa en las correcciones para la 
eficiencia exacta de la PCR y la desviación entre las muestras y el control. Se utilizó el 
gen de referencia GAPDH (número de acceso en el GenBank Z86039). La eficiencia de 
la PCR se calculó utilizando el software LingRegPCR. Las mediciones se hicieron con 3 
repeticiones biológicas y 3 repeticiones técnicas. 
 
Los datos de concentración de hormonas en el líquido folicular y tasas de embriones se 
analizaron en el Lenguaje R (ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org/) (83). 
Para la evaluación de la concentración de hormonas se hizo una prueba de normalidad y 
posterior comparación de medias con una prueba t-student. Las diferencias entre la tasa 
de clivaje, tasa de blastocitos al día 7 y eclosiones al día 9 se analizaron mediante una 
comparación de proporciones mediante la prueba Chi-cuadrado y razón de odds (OR) 
que indica el riego o la probabilidad de ocurrencia. Se tuvo en cuanta la significancia de 
las repeticiones y los tratamientos haciendo una regresión lineal. Cuando se encontró 
significancia de repeticiones se hizo una transformación logarítmica
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Resultados 
Mediciones de Progesterona y Estradiol en el líquido folicular 
El inmuno-ensayo mostró una gran variabilidad entre las repeticiones (Tabla 5), sin 
embargo, en el grupo II (incubados por 4 horas) la concentración de progesterona en el 
líquido folicular disminuyó significativamente en comparación con los folículos aspirados 
a las 0.5 horas (p≤ 0,05), mientras que el estradiol mostró una leve disminución que no 
fue significativa entre los tratamientos (imagen 1). 
 
Tabla 5. Medición de Progesterona y Estradiol en el líquido folicular. 
 0.5 horas 
(media ± de) 
4 horas 
(media ± de) 
Progesterona (ng/mL) 122 ± 48.79a 49.14 ± 22.33b 
Estradiol (ng/mL) 46.45 ± 17.66 35.51 ± 24.19 
P4/E2 0.43 ± 0.21 0.74 ± 0.79 
Valores mostrados: media ± de. Los exponentes a, b indican diferencia estadística significativa 
La relación P4/E2 aumentó en el grupo II mostrando un aumento a favor de la 
progesterona después de la incubación de los ovarios a 30ºC (Imagen 2). 
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Imagen 1. Concentración de Progesterona y Estradiol en el líquido folicular aspirado a las 0.5 y 4 horas de 
incubación de los ovarios a 30ºC. Los exponentes a, b indican diferencia estadística significativa. Mediciones 
realizadas mediante quimioluminiscencia enzimática amplificada en Immulite®1000 
 
 
Imagen 2. Relación Progesterna:Estradiol a las 0.5 y 4 horas de incubación de los ovarios a 30ºC 
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Expresión Relativa de los Genes OCT-4, MATER y FST. 
La abundancia relativa de los transcriptos de los genes OCT-4 y MATER mostraron un 
aumento significativo en los ovocitos aspirados de ovarios en el grupo II en comparación 
con los ovocitos aspirados a las 0.5 horas (p<0.05). El gen FST no mostró diferencia en 
su expresión entre los tratamientos (Imagen 3). En el grupo incubado por 4 horas el gen 
OCT-4 está significativamente sobre-expresado (p<0,05, IC: 0.891 - 2.555) al igual que el 
gen MATER (p<0,05, IC: 0.525 - 4.354) mostrando una acumulación de estos 
transcriptos en el ovocito durante las 4 horas de incubación de los ovarios a 30ºC. 
 
 
Imagen 3. Expresión Relativa de los genes MATER, OCT-4 y FST. Los asteriscos indican diferencia 
estadística significativa con el grupo 0.5 horas. Los valores fueron ajustados a 1 en grupo 35 min como valor 
de referencia por el sofware REST. 
 
Tasa de Blastocistos producidos mediante MIV/FIV/CIV 
Un total de 925 CCOs (grupo I: 455 CCOs y grupo II: 470 CCOs) fueron sometidos a 
MIV/FIV/CIV para ambos grupos siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Al día 3 
de cultivo de los presuntos cigotos, la tasa de clivaje no mostró diferencias significativas 
entre los dos grupos (p>0,05). El OR para el clivaje fue 1.37 (IC: 1.03 -1.8, α=0,05). La 
tasa de blastocistos al día 7 aumentó significativamente en el grupo II en comparación 
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con el grupo I (p< 0.01. 30.4% vs 20.9%) como se muestra en la tabla 6. El valor OR 
indica que las tasas de blastocistos son 1.67 veces más altas si se incuban los ovarios 
por 4 horas pos-mortem a 30ºC antes de la aspiración folicular (IC: 1.2- 2.2, α=0.05) 
(Imagen 4). Las eclosiones en el día 9 mostraron un aumento significativo también el 
grupo II (p< 0.001). El análisis estadístico mostró que hay casi 3 veces más eclosiones 
(OR=2.89) en los blastocistos del grupo II (IC: 1.79- 4.67, α=0.05) (Imagen 4) mostrando 
que al incubación de los ovarios por 4 horas a 30ºC mejora significativamente la calidad 
embrionaria. 
 
Tabla 6. Tasas de blastocistos y eclosiones a las 0.5 y 4 horas. Datos mostrados para tres repeticiones. Las 
diferencias entre el grupo I y II se expresan con las letras a y b. 
Tratamiento Ovocitos 
(n) 
Clivaje 
n 
(%prom ± SEM) 
 
Blastocistos (D7) 
n 
(%prom ± SEM) 
 
Eclosiones (D9) 
n 
(%prom ± SEM) 
 
0.5 horas 455 280  
(62.9 ± 0.712) 
94  
(20.9 ± 0.395)a 
26  
(55.7 ± 2.92)a 
4 horas 470 306  
(71.4 ± 0,522) 
136  
(30.4 ± 0.089)b 
70  
(77.7 ± 1.65)b 
Las tasas se calcularon respecto al número de cigotos en cultivo. 
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Imagen 4. Porcentaje de Clivaje, Blastocistos y  Eclosiones mostrando el riesgo relativo (OR) y el Intervalo 
de Confianza para un valor α= 0.05 
 
Los CCOs, las mórulas y los blastocistos no mostraron diferencias morfológicas 
evidentes que fueran reflejo de distintas calidades entre los grupos (Imágenes 5 y 6). 
Esto indica que la medición de la calidad de los ovocitos y de los embriones producidos 
in vitro debe ser más precisa y tener en cuenta otros aspectos biológicos más allá de su 
morfología. 
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 CCOs inmaduros CCOs maduros 
0.5 
horas 
  
4 horas 
  
Imagen 5. CCOs inmaduros (izq) y CCOs 24 horas despues de la MIV (der) en los dos tratamientos 0.5 
horas (arriba) y 4 horas (abajo). 
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 0.5 horas 4 horas 
Blastocistos 
168 hpi  
  
Blastocistos 
eclosionados 
216 hpi 
  
 
Imagen 6. Morulas en día 3 (72 hpi). Blastocistos en día 7 (168 hpi). Blastocistos eclosionados en día 9 (216 
hpi) en los dos grupos 0.5 horas (izq) y 4 horas(der).
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Discusión 
En este estudio encontramos que el tiempo transcurrido entre la colecta de los ovarios y 
la aspiración de los CCOs afecta significativamente la concentración de progesterona en 
el líquido folicular, la abundancia relativa de los transcriptos de los genes MATER y OCT-
4 en los ovocitos y las tasas de blastocitos y eclosiones en los embriones Bos indicus 
producidos in vitro a partir de hembras faenadas. 
 
La producción in vitro de embriones es una herramienta clave para estudiar los 
fenómenos de la biología del desarrollo y ha sido la base para la implentación de otras 
tecnologías como la clonación, transgénesis, diagnóstico genético pre-implantatorio y 
terapias génicas (84). Sin embargo, tratar de simular in vitro lo que sucede dentro y fuera 
de una célula ha sido un reto para la biología y no se ha logrado completamente porque 
aún se desconocen fenómenos claves de la biología celular. Por esto, tanto para la 
biología del desarrollo como para el avance de las biotecnologías reproductivas, se 
convierte en un punto clave entender qué está pasando con el ovocito; una célula con un 
potencial único de generar un ser vivo completo. 
 
El ovocito se desarrolla en el folículo dentro del ovario, donde adquiere su competencia 
para ser fertilizado y generar un embrión. El líquido folicular tiene proteínas, factores de 
crecimiento y hormonas que interactúan con las células del cúmulus y con el ovocito 
(8,31), lo que representa una de las bases para la adquisición de la competencia de este. 
La concentración de hormonas esteroides en el líquido folicular se ha visto asociada con 
la competencia del ovocito y particularmente la concentración de progesterona tiende a 
ser menor en el líquido folicular de los ovarios con ovocitos de buena calidad (60,61), lo 
que concuerda con lo que hemos encontrado en este trabajo donde la incubación de los 
ovarios a 30ºC por 4 horas indujo una disminución en la concentración de P4 que afectó 
positivamente la competencia del ovocito. 
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En este estudio se encontró que las concentraciones iniciales de progesterona en el 
líquido folicular son elevadas inmediatamente después del faenado (122 ± 48.79 ng/mL). 
A nivel sistémico en bovinos, el cuerpo lúteo (CL) aumenta su producción de 
progesterona entre el día 3 y 6 después de la ovulación (de <1 ng/mL a > 4 ng/mL) y se 
mantiene en altas concentraciones en el plasma hasta la lisis del CL en el día 16-19. 
Cuando su concentración decrece, aumentan los pulsos de LH, se recluta el folículo 
dominante y los folículos subordinados entran en atresia folicular (85). En la fase de 
regresión durante la primera onda folicular (donde no hay ovulación), la mayoría de 
folículos permanecen viables en una fase estática hasta la aparición del folículo 
dominante (86), indicando que estos folículos que no son reclutados y cuyo fin es la 
regresión, tienen potencial para el desarrollo (13,16). 
 
A nivel folicular, el pico de LH induce luteinización y cambio en el ambiente endocrino del 
líquido folicular, pasa de ser estradiol-dominante a progesterona-dominante (87). De los 
Reyes., et al (2006) caracterizó los folículos de ovarios de matadero extraídos de vacas 
preñadas y no preñadas, y encontró que en folículos pequeños (2 - 5.9 mm) y medianos 
(6 - 13.9 mm), como los aspirados en nuestro experimento, el 50% de los folículos 
presenta signos de atresia y las concentraciones de progesterona varían entre 247 nmol/L 
y 304 nmol/L en vacas preñadas y no preñadas (35). En nuestro estudio la gran mayoría 
de las vacas faenadas tenía presencia de CL en alguno de los dos ovarios, es decir, se 
hallaban en fase luteal o en su plena regresión, por lo que las concentraciones de LH 
debieron ser bajas (concentración no medida). Esto explicaría por qué la concentración 
de progesterona fue alta a las 0.5 horas después del faenado, lo que es característico de 
las células foliculares cuando están en proceso de luteinización.  
 
En este experimento se encontró que la concentración de P4 disminuyó 
significativamente después de 4 horas de incubación de los ovarios y al mismo tiempo los 
ovocitos ganaron competencia. Esto está acorde con estudios in vivo donde se ha 
demostrado que los folículos que logran ser seleccionados y que entran en atresia 
durante la fase folicular que coincide con la fase de dominancia del folículo ovulatorio son 
los ovocitos que permanecen durante la caída de la progesterona y los que muestran 
competencia alta (88). El papel importante de la progesterona en el proceso de 
maduración se evidencia con la dominancia de esta en el líquido folicular después del 
pico de LH que sucede junto con la reanudación de la meiosis del ovocito, y se sabe que 
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los CCOs bovinos expresan ambos receptores para progesterona; con acción nuclear 
(PGR-A, PGR-B) y de membrana (mPRa, mPRb y receptor de progesterona componente 
de membrana 1 y 2 (PGRMC1 y PGRMC2)) de una manera célula-dependiente y 
receptor-específica (89,90). Así que es posible que en nuestro estudio al no haber más 
estimulo de LH por falta de suministro sanguíneo en los ovarios incubados, la 
progesterona fuera metabolizada en los CCOs que presentaran sus receptores mejorando 
su capacidad para madurar. 
 
Durante la maduración in vitro de CCOs bovinos se ha encontrado también que la 
progesterona juega un papel protector de la apoptosis asociado a la activación de rutas 
que involucran la fosforilación de SMAD2, JNK y AKT al ser utilizada en las células de la 
granulosa (91), sin embargo, a pesar de los resultados positivos en este estudio, y de los 
posibles efectos del metabolismo de la progesterona en 4 horas de incubación de los 
ovarios, los fenómenos alrededor de este efecto en el líquido folicular de folículos antrales 
pequeños como los usados en este trabajo ameritan ser profundizados con mayor detalle. 
Una posible ruta metabólica involucrada en este fenómeno tomada de las bases de datos 
de la Enciclopedia de Kioto de Genes y Genomas (KEGG) 
http://www.kegg.jp/kegg/pathway.htmL señala una relación con la capacidad el ovocito 
para reanudar la meiosis. La participación de la progesterona en el proceso de 
maduración del ovocito se da mediante la inhibición de la Adenilato Ciclasa (AC), quien a 
su vez promueve la actividad de la protein-quinasa A (PKA). PKA mantiene el ovocito en 
arresto meiótico inhibiendo la transcripción de los ARNs maternos tempranos necesarios 
para reanudar el ciclo celular. Es decir, la unión de la progesterona a su receptor inactiva 
PKA permitiendo la transcripción de los ARNm maternos necesarios para la maduración 
nuclear (Imagen 7), lo que podría explicar por qué la disminución de progesterona libre en 
el líquido folicular mejoró las tasas de desarrollo embrionario, indicando posiblemente que 
pudo unirse a su receptor y por ende disminuir su concentración medida como P4 libre en 
el líquido folicular. 
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Imagen 7. Acción de la progesterona sobre la actividad de PKA y su efecto sobre la maduración del ovocito. 
El receptor de la progesterona al unirse a su receptor bloquea la AC de modo que se mantiene PKA inactiva, 
permitiendo la transcripción de ARNm tempranos y la formación del FPM. 
Modificado de KEGG- Progesterone-mediated oocyte maturation - Reference pathway. 
http://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map04914&keyword=progesterone  
P4: Progesterona, PGR: Receptor de progesterona, AC: Adelanto ciclasa, PKA: Protein-quinasa A, FPM: 
Factor Promotor de la maduración. Las flechas indican activación y las líneas horizontales indican inhibición. 
 
De otro lado, la progesterona puede convertirse en testosterona o estradiol en las células 
de la granulosa (Imagen 8). Debido a que la concentración de estradiol no aumentó 
significativamente en el líquido folicular después de 4 horas, es posible que la 
progesterona presente disminuyera en este tiempo por su conversión a testosterona. 
 
En mujeres que reciben estimulación exógena con rLH en tratamientos de reproducción 
asistida se encuentra un aumento de testosterona en el líquido folicular de folículos pre-
ovulatorios donde los ovocitos están ya se encuentran maduros (92) al igual que se ha 
encontrado que regula positivamente la expresión del receptor para FSH (rFSH) en 
células de la granulosa luteinizadas (93) mejorando la capacidad de los CCOs para ser 
reclutados. Estos datos sugieren un papel importante de la testosterona que favorece el 
proceso final de maduración del folículo por lo que es posible que la degradación de la 
progesterona haya seguido esta ruta hacia la testosterona. 
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Imagen 8. Biosíntesis de hormonas esteroides. Conversón de progesterona a estradiol y testosterona. 
Modificado de Pan, et al 2012 (55) 
 
Con base a esto, el rol de la progesterona durante la maduración del ovocito afecta 
significativamente la competencia del ovocito favoreciendo la salida del arresto meiótico, y 
basados en nuestros resultados podemos generar la hipótesis de que la concentración de 
progesterona en el líquido folicular podrían entonces ser beneficiosa para la competencia 
del ovocito si se le da el tiempo de metabolizarse y unirse a su receptor. 
 
La expresión de genes específicos del ovocito se ha perfilado como un buen marcador de 
competencia para el desarrollo embrionario. En este estudio la sobre-expresión de OCT-4 
en el grupo II, el cual mostró una capacidad mayor para el desarrollo embrionario 
temprano in vitro fue congruente con otros trabajos donde se ha estimado este gen como 
marcador de competencia del ovocito (76). La capacidad única del ovocito de 
reprogramar otras células y dirigir el desarrollo embrionario es una de las propiedades 
más intrigantes de la biología, y se le ha atribuido a múltiples marcadores de totipotencia 
como OCT-4, SOX9 y Nanog (73,77,94). El gen OCT-4 además de mantener la 
capacidad pluripotente de las células de la masa celular interna, disminuye la expresión 
de genes que participan en la reprogramación celular y el imprinting parental como 
Dnmt3I y Dnmt3b en ovocitos no competentes (95), lo que lo hace un gen clave en los 
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procesos de diferenciación celular y desarrollo embrionario temprano. En este estudio 
encontramos que después de 4 horas el transcripto de este gen se acumula en los 
ovocitos inmaduros más competentes (grupo II), lo que nos permite inferir que esta 
acumulación se da a través del tiempo y es beneficiosa para el embrión en estadios más 
avanzados dado el aumento en la cantidad de blastocistos y eclosiones. Se sabe que los 
ovocitos reinician espontáneamente la meiosis al salir del folículo y perder el contacto con 
las moléculas allí presentes (65,96), por lo que sería posible que esta acumulación del 
ARN de OCT-4 hiciera parte de un proceso de maduración molecular inducido por el 
cambio en el ambiente folicular generado en la incubación a 30ºC. 
 
La sub-expresión del gen MATER en los ovocitos menos competentes (grupo I) 
concuerda con otros trabajos donde se ha visto que la baja expresión de este gen detiene 
el desarrollo embrionario antes de la activación del genoma su (97,98), lo que podría 
explicar las bajas tasas de blastocistos obtenidas en este grupo. El cambio en las 
concentraciones de hormonas, particularmente de P4, indica que el ambiente folicular 
está cambiando significativamente durante el tiempo de incubación (4 horas), lo que 
podría estar afectando también la expresión de MATER que actúa durante la maduración 
folicular potenciando la capacidad del ovocito para desarrollarse hasta blastocisto y 
eclosionar. Esto es relevante teniendo en cuenta que este gen se transcribe durante la 
ovogénesis donde la relación del ovocito y el fluido folicular es muy estrecha y marca las 
pautas para la maduración adecuada del ovocito. 
 
La folistatina (FST) es bien conocida por su actividad de unión y regulación de la activina 
en las células de la granulosa (8), sin embargo se ha reportado que su influencia sobre la 
calidad de los ovocitos y los embriones no está asociada a su afinidad por la activina ya 
que la suplementación exógena con FST en el cultivo incrementa la velocidad de la 
primera división mitótica y el número de blastocitos producidos in vitro (81), procesos que 
también aumentan con la activina endógena producida por el ovocito (99). En nuestro 
estudio no encontramos variaciones significativas de la expresión de FST en las células 
de la granulosa, entonces, con base en estos hallazgos en el ovocito, es posible que 
nuestros resultados se deban a que existe un efecto positivo importante del gen FST en el 
ovocito y en el embrión. Evaluar la expresión del gen FST en el ovocito y en los 
embriones podría ser el paso a seguir en este tema, de modo que nos permita dilucidar 
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un efecto más cercano en la calidad del ovocito y su relación con las condiciones en el 
folículo. 
 
La cantidad de embriones que llegaron al estado de blastocisto y que eclosionaron 
aumentó significativamente en este estudio en el grupo donde los ovarios fueron 
incubados por 4 horas a 30ºC (Imagen 4), mostrando que en este grupo la calidad 
embrionaria fue superior. Tanto la capacidad para formar blastocele como la de liberarse 
de la zona pelúcida (ZP) son los marcadores de calidad embrionaria más empleados in 
vitro, pues la diferenciación de las capas embrionarias y el subsecuente desarrollo del 
feto dependen de ello. Con la compactación de las blastómeras inicia el primer proceso 
de diferenciación en el embrión bovino que define qué células serán parte de la Masa 
Celular Interna (MCI) y cuáles serán Trofoectodermo (TE) o estructuras extraembrionarias 
(17). Seguido a ello se da la formación del blastocele que permite la separación de estos 
dos tipos celulares y la gastrulación para la formación de las capas embrionarias (100), 
proceso fundamental en el desarrollo de un embrión sano. Durante este proceso el 
embrión debe salir de la ZP para implantarse en el útero, sólo un embrión libre de ZP 
tiene la capacidad de liberar las enzimas proteolíticas necesarias para integrarse en las 
paredes uterinas (101). Por consiguiente, el ovocito que después de ser fertilizado logra 
dividirse, compactar sus células, formar blastocele y eclosionar de la zona pelúcida es el 
más apto para implantarse en un útero y generar una preñez viable en comparación con 
los que no lo logran correctamente. Nuestros resultados indican que los ovocitos 
aspirados después de 4 horas de la colecta de los ovarios tienen una mayor capacidad de 
pasar a través de estos estadios de desarrollo in vitro, lo que se correlaciona con la 
expresión de marcadores asociados a competencia como sucedió con OCT-4 y MATER. 
Igualmente la disminución de la progesterona y el cambio en el ambiente folicular 
afectaron positivamente la competencia del ovocito después de estas cuatro horas de 
incubación de los ovarios (Imagen 9). 
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Imagen 9. Efecto de la incubación de los los oavarios durante 4 horas a 30ºC antes de la aspiración 
folicular. En la ilustración se muestra un resumen de los efectos de incubar los ovarios 4 horas a 
30ºC pos-mortem: disminución de la progesterona el líquido folicular (LF), aumento de los 
trasncriptos de OCT-4 y MATER en los ovocitos inmaduros, aumento de la tasa de blastocitos al día 
7 y blastocitos eclosionados al día 9. Las flechas hacia arriba indican aumento y las flechas hacia 
abajo indican disminución. 
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Conclusiones y recomendaciones 
En conclusión la incubación de los ovarios por 4 horas antes de hacer la aspiración 
folicular para la obtención de los Complejos Cúmulus-Ovocito mejora la calidad de los 
ovocitos de vacas Bos indicus faendas y aumenta la competencia para el desarrollo 
embrionario in vitro. Durante cuatro horas de incubación a 30ºC aumenta la expresión de 
los marcadores de competencia MATER y OCT-4 en los ovocitos inmaduros, aumentan 
significativamente las tasas de blastocistos al día 7 y blastocitos eclosionados al día 9. 
Con este trabajo se muestra también que el tiempo que los ovocitos pasan dentro del 
ovario despúes del sacrificio modifica las condiciones dentro del folículo disminuyendo la 
concentración de progesterona depués de 4 horas. El efecto del tiempo que transcurre 
entre la colecta de los ovarios y el inicio de la maduración in vitro tienen efectos 
significativos sobre la competencia de los ovocitos. Es importante tener en cuenta que 
algunos aspectos de la biología del ovocito y su relación con el ambiente folicular 
permanecen sin ser elucidados y que la profundización y continuación de estos trabajos 
puede aproximarnos más al conocimiento de los mecanismos que rigen el origen del 
desarrollo embrionario en los mamíferos. 
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Anexos 
A. Validación de primers, calidad del 
ARNm y eficiencia de la RT-PCR. 
Los resultados del Bionanalizador se muestran a continuación: En la imagen 10a y 10b se 
muestran los datos arrojados para el ARN de los ovocitos donde se observan bien 
definidos los picos para el ARN ribosomal 18S y 28S a las 0.5 y 4 horas respectivamente. 
En la imagen 10c y 10d se muestran los picos de ARN ribosomal para las células de la 
granulosa a las 0.5 y 4 horas respectivamente. El valor de integridad del ARN RIN para 
todas las muestras fue superior a 4, indicando que el ARN total extraído tiene la calidad 
suficiente para las evaluaciones posteriores. 
 
a  
Extracción	  ARN	  total	  para	  Ovocitos 
Tratamiento:	  0.5	  horas 
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b  
c  
d  
Imagen 10. Concentración e integridad de ARN total extraído de células de la granulosa y ovocitos en los dos 
tratamientos: 0.5 y 4 horas. Datos obtenidos por el Bioanalizer. Se muestra una repetición por tratamiento. 
 
Igualmente se observan las bandas para el ARN ribosomal 18s y 28s generadas en el 
electroferograma al lado de cada gráfica (imagen 3 a-d). Las bandas de todas las 
muestras (imagen 11) muestran una mayor concentración de ARN para las células de 
granulosa (columnas 7-12), lo que era esperado por la mayor cantidad de células (20 x 
106) en comparación con los ovocitos (100). 
 
Extracción	  ARN	  total	  para	  Células	  de	  la	  Granulosa	   
Tratamiento:	  0.5	  horas 
Extracción	  ARN	  total	  para	  Ovocitos 
Tratamiento:	  4	  horas 
Extracción	  ARN	  total	  para	  Células	  de	  la	  Granulosa 
Tratamiento:	  4	  horas 
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Imagen 11. Electroferograma para el ARN total extraído de ovocitos y CG. 1-3: ovocitos 30 min. 4-6: ovocitos 
4 horas. 7-9: CG 0.5 horas. 10-12: CG 4 horas 
La concentración de ARN extraído de los ovocitos y las células de la granulosa fue en 
promedio 5.73 y 13.13 ρg/µl respectivamente, mientras el valor RIN fue en promedio 5.48  
y 7.1 respectivamente (tabla 7). 
 
Tabla 7. Concentración y valores de integridad del ARN –RIN- arrojados por el Bioanalizador. 
Ovocitos Células de la Granulosa 
Concentración(ρg/µl) RIN Concentración(ρg/µl) RIN 
5.674 4.7 16.361 7.3 
5.511 5.6 9.34 7.5 
6.59 5.7 10.254 7.3 
5.016 5.2 11.258 5.9 
7.985 6 18.442 7.5 
3.593 5.7 - - 
5.72 5.48 13.1322 7.1 
 
Para la RT-qPCR, la especificidad de los primers para cada gen se muestra en la imagen 
12 con las curvas de Melting, las cuales indican que todos los genes amplificaron de 
manera específica. 
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Curva de Melting Gen 
 
OCT-4 
 
MATER 
 
FST 
 
GAPDH 
Imagen 12. Curvas de melting para OCT-4, MATER, FST y GADPH 
 
Las curvas de amplificación por qPCR se muestran en la imagen 13 (a-h). 
0.5 horas 4 horas 
a- OCT-4 b- OCT-4
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0.5 horas 4 horas 
 
 
c- MATER
 
d- MATER
 
e- FST
 
f- FST
 
g- GADPH
 
h- GADPH
 
Imagen 13. Curvas de amplificación por RT-PCR de los genes OCT-4, MATER, FST y 
GADPH(housekeeping) a las 0 y 4.5 horas. 
 
Los valores CT obtenidos fueron usados en el software LingRegPCR para el análisis de 
datos de qPCR para obtener la eficiencia de la PCR (Imagen 14 y tabla 8). 
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Imagen 14. Cálculo de la eficiencia de la RT-PCR en el sofware LingRegPCR 
 
Tabla 8. Eficiencia, correlación y valores CT para la RT-PCR 
Gen Eficiencia Correlación (R2) CT 
MATER 1,88 ± 0,04 0,998 19,45 
OCT-4 1,91 ± 0,06 0,997 29,095 
FST 1,339 ± 0,03 0,943 16,2 
GAPDH 1,87 ± 0,05 0,998 20,18 
 
Los valores de eficiencia fueron tratados en el software REST versión 2009 para evaluar 
las diferencias en la expresión de los genes MATER, OCT-4 y FST entre los dos 
tratamientos (Imagen 4 ). 
B. Presentación de resultados en el 
congreso de la IETS 2014. 
Carta de aceptación: 
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Resúmenes: 
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C. Anexo: Protocolo Producción in 
vitro de embriones 
Principio: Producir embriones en diferentes estadios pre-implantatorios a partir de 
ovocitos aspirados de ovarios de vacas sacrificadas 
Colecta de los Ovarios 
Materiales Reactivos 
Nevera de transporte NaCl 
Tijeras  
Guantes   
Solución salina 0.9%  
Traje anti-fluídos  
 
Procedimientos: 
1. Los ovarios se colectan en la central de sacrificio y se ponen en solución salina 
0.9% a 30ºC en la bolsa ZipLock 
2. Se transportan al laboratorio en la nevera conservando la temperatura, se lavan 
con abundante solución salina y se ponen en el baño maría a 30ºC  (no sacar 
de la bolsa ZipLock) 
Selección y Maduración de lo Complejos Cúmulus-Ovocito 
Materiales Medios Equipos  
Jerinjas 5 mL 
TCM – Hepes 
(mantenimiento) 
Baño María 
Aguas N18 Medio Maduración Platina Térmica 
Guantes  Aceite mineral Estereomicroscopio 
Gasa  Mechero  
Tubos Falcon 50 mL  Micropipetas 10, 200, 
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1000 uL 
Papel alumio   Incubadora CO2 
Cajas de petri de 60 mm y 
35 mm 
 
Cabina de flujo laminar 
Pipetas pasteur de vidrio   
Puntas 10, 200, 1000 uL   
Filtros miliporo   
 
Procedimientos 
Condiciones de cultivo: 
 20% O2,  5% CO2, Humedad relativa 95-100%.  
Osmolaridad del los medios: 290 mOsm.  
pH medios: 7.4.  
Temperatura de procesamiento y cultivo: 38.5ºC 
1. Se prepara medio de maduración y pone a equilibrar dos horas antes poner los 
ovocitos a madurar. EL TCM-Hepes  debe estar a 39ºC. 
2. El líquido folicular se aspira de folículos de 2 - 8 mm usando un jeringa de 10 mL 
estéril y un aguja 18G. El ovario se aspira de forma lateral y el líquido folicular se 
coloca en un tubo falcon de 50 mL estéril y envuelto en papel aluminio mantenido 
en baño maría  a 30ºC. 
3. Tras aprox. 10 min. que los ovocitos hayan precipitado al fondo del tubo, el 
precipitado se pone en las cajas de Petri de 60 mm para proceder a la búsqueda y 
selección de los complejos cúmulus-ovocito (CCOs) en TCM-hepes bajo el 
estereomicroscopio.  
Clasificación de los CCOs 
Buena Calidad: ovocitos con mas de 4 capas de cúmulus completas y 
compactas, citoplasma homogeneo y  transparente. 
Calidad intermedia: ovocitos como el grado 1 pero con menos capas de 
cúmulus, y una zona más oscura en el perímetro del ovocito. 
Rechazado: ovocito denudado, cúmulus más oscuro y citoplasma irregular y/o 
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picnótico. 
 
4. Los CCOs seleccionados se lavan 3 veces es solución TCM-Hepes y finalmente 
en medio de maduración, este procedimiento debe hacerse lo más rápido posible. 
 
5. Los CCOs se transfieren en grupos de 10-12 a gotas de 50 µl de medio de 
maduración cubiertas con aceite mineral en una caja de petri de 35 mm.  
 
6. Se dejan en maduración durante 24 horas. 
 
Fertilización de los Ovocitos maduros 
Materiales Medios Equipos  
Cajas de petri de 35 mm Medio fertilización Platina Térmica 
Pipetas pasteur de vidrio Aceite mineral Estereomicroscopio 
Puntas 10, 200, 1000 uL  Mechero  
Filtros miliporo  Micropipetas 10, 200, 1000 uL 
Tubos Falcon 15 mL  Incubadora CO2 
Viales 1.5 mL  Centrifuga  
  Cabina de flujo laminar 
 
Selección de espermatozoides con gradiente percoll 
1. Los ovocitos madurados se lavan 2 veces en medio de fertilización y se transfieren 
en grupos de 10-12 a gotas de 40 µl de medio de fertilización cubiertas con aceite 
mineral en una caja de petri de 35 mm. 
 
2. Se descongela 1 pajilla en agua a 37ºC durante 30 seg. 
 
3. El gradiente de percoll se prepara poniendo una capa de 0.5 mL de percoll 45% 
sobre 0.5 mL de percoll 90%.  El semen descongelado se pone encima de las dos 
capas y se centrifuga por 15 min a 700g  a temperatura ambiente. 
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4. Se remueve el sobrenadante y se resuspende el pellet en 800 uL de medio de 
lavado y se centrifuga nuevamente a 700 g por 10 min. 
 
5. La concentración de espermatozoides en el pellet se determina utilizando una 
cámara de conteo de Neubauer se diluye a una concentración final del 7 x 106 
esperm/mL 
 
6. Se adiciona 10 µl del semen a cada gota con los CCOs madurados (concentración 
final en la gota: 1x 106 esperm/mL) 
 
7. Se mantiene el co-cultivo durante 18-22 horas en la incubadora (las mismas 
condiciones de la maduración). 
 
Cultivo de los embriones   
Materiales Medios Equipos  
Cajas de petri de 35 mm 
Medio cultivo 
(CR1aa o SOF) 
Platina Térmica 
Pipetas pasteur de vidrio Aceite mineral Estereomicroscopio 
Puntas 10, 200, 1000 uL  Mechero  
Filtros miliporo  
Micropipetas 10, 200, 
1000 uL 
Tubos Falcon 15 mL  Incubadora CO2 
  Cabina de flujo laminar 
 
Procedimientos 
1. Se preparan las gotas de cultivo desde el día anterior. Microgotas de 25 µl de 
medio cubiertas con aceite mineral. 
 
2. Tras 18-22 horas de co-cultivo se llevan los presuntos cigotos a un tubo falcon  
con 2 mL de PBS y se ponen en vórtex durante 2-3 min. 
 
3. Se vacía el contenido en una placa, se lavan en PBS 3 veces, se seleccionan 
y se ponen en cultivo en grupos de 25 por gota de cultivo. 
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4. Se valora la división a las 24 horas de cultivo 
 
5. El día 6 se valora el desarrollo embrionario (ya se encuentran blastocistos) 
 
6. Se observa el cultivo durante los días 7,8 y 9 para seguir el desarrollo hasta 
blastocisto expandido y eclosión. 
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